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RESUMEN Y ABSTRACT
Efecto de las nanoparticulas de calcio-silicio en la calidad de las flores de Liliumy
sus caracteristicas bioquimicas bajo estrés salino
Que presenta MARISOL GOMEZ SANTOS
Como requisito parcial para obtener el Grado de MAESTRO EN CIENCIAS EN
HORTICULTURA
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro
DR. ANTONIO JUAREZ MALDONADO
Las plantas de Lilium es uno de los cultivos ornamentales mas importantes y distribuidos
en el mundo. Sin embargo, estas plantas también son susceptibles a la salinidad, un factor
ambiental que es uno de los principales a nivel mundial. La salinidad afecta negativamente
el desarrollo y productividad de las plantas, ademas de que puede afectar la calidad de las
flores en cultivos ornamentales. El uso de la nanotecnologia puede ser una herramienta
atil para contrarrestar los efectos negativos de la salinidad, ya que la aplicacion de
nanoparticulas puede funcionar como bioestimulante e inducir respuestas positivas contra
diferentes tipos de estrées abidtico. En el presente estudio se evalud la aplicacion foliar de
dos tipos y concentraciones de nanoparticulas de calcio-silicio (NP Ca-Si) (500 y 750 mg
L) en plantas de Lilium cultivadas sin y bajo estrés salino (30 mM de NaCl). Las
diferencias entre ambas nanoparticulas fueron el tamafio y contenido de residuos
inorganicos, donde CaSi-1 tuvo un tamafio de 23.29 nm y un contenido de residuos
inorganicos del 62.0%, mientras que CaSi-2 tuvo un tamafio de 15.29 nm y un contenido
de residuos inorganicos del 87,0%. Los resultados mostraron que la salinidad afecté la
calidad de las flores, asi como los parametros bioquimicos de las plantas. Por el contrario,
la aplicacion de NP Ca-Si indujo efectos positivos sobre la calidad de las flores, mejord
el tamafio de las flores y la biomasa fresca. En condiciones de estrés salino, la aplicacion
de NP Ca-Si en Lilium mejoré los parametros bioquimicos, aumento el contenido de
clorofilas (hasta 38,1%), vitamina C (9,4%) y la capacidad antioxidante (19,2-23,8%) en
las hojas. En cuanto a los indicadores de estrés en las hojas, el perdxido de hidrogeno
(H202) no fue afectado por la salinidad ni por las NP Ca-Si, mientras que el
malondialdehido (MDA) aumentd por la aplicacion de las NP, sin embargo, bajo estrés

salino no hubo diferencias. En las flores de Lilium sin estrés salino, tanto el H,O2 como el

vii



MDA aumentaron con la aplicacion de NP Ca-Si, mientras que bajo estrés salino solo
aumento el MDA. EIl uso de NPs Ca-Si puede ser una alternativa para contrarrestar los

efectos nocivos del estrés salino en las plantas.
Palabras clave: estrées abidtico, compuestos antioxidantes, sistema de defensa

antioxidante, nanomateriales, biomarcadores de estrés.
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ABSTRACT

Lilium plants are one of the most important and widely distributed ornamental crops in
the world. However, these plants are also susceptible to salinity, an environmental factor
that is one of the main ones worldwide. Salinity negatively affects the development and
productivity of plants, in addition to the fact that it can affect the quality of flowers in
ornamental crops. The use of nanotechnology can be a useful tool to counteract the
negative effects of salinity, since the application of nanoparticles can function as a
biostimulant and induce positive responses against different types of abiotic stress. In the
present study, the foliar application of two types and concentrations of calcium-silicon
nanoparticles (Ca-Si NPs) (500 and 750 mg L1) in Lilium plants grown with or without
stress and under saline stress (30 mM NaCl) was evaluated. The difference between the
two nanoparticles was the size and the inorganic residues content, where CaSi-1 had a size
of 23.29 nm and a content of inorganic residues of 62.0 %, while CaSi-2 had a size of
15.29 nm and a content of inorganic residues of 87.0 %. The results showed that salinity
affected the quality of the flowers, as well as the biochemical parameters of the plants. In
contrast, the application of Ca-Si NPs induced positive effects on flower quality, improved
flower size and fresh biomass. Under salt stress conditions, the application of Ca-Si NPs
in Lilium improved the biochemical parameters, increased the content of chlorophylls (up
to 38.1 %), vitamin C (9.4 %), and antioxidant capacity (19.2-23.8 %) in the leaves.
Regarding the stress indicators in the leaves, the hydrogen peroxide (H202) was not
affected by salinity or by the Ca-Si NPs, while the malondialdehyde (MDA) increased by
the application of the NPs, since under saline stress there were no differences. In Lilium
flowers without salt stress, both H,O> and MDA increased by the application of Ca-Si
NPs, while under salt stress only MDA increased. The use of Ca-Si NPs can be an

alternative to counteract the harmful effects of salinity stress in plants.

Keywords: biotic stress, antioxidant compounds, antioxidant defense system,

nanomaterials, stress biomarkers.



INTRODUCCION

El cultivo de plantas ornamentales a nivel mundial es de gran importancia econdémica, no
solo por su uso propio como flores ornamentales, sino que también, en muchos casos, las
plantas ornamentales se utilizan como alimento o como planta medicinal (Takahashi et
al., 2020). En cualquier caso, el cultivo de plantas ornamentales es una actividad
importante para la humanidad. Uno de los géneros de especies ornamentales mas
importantes y ampliamente distribuidos en el mundo es Lilium de la familia Liliaceae, que
comprende alrededor de 100 especies (entre las que se encuentra el Lilium oriental, hibrido
de Lilium auratum y Lilium speciosum) distribuidas en el hemisferio norte, en climas frios
y climas templados (Kim et al., 2019). Este género también es importante porque puede
utilizarse como alimento, ademas de tener propiedades que favorecen la salud por su alto
contenido en compuestos fendlicos y gran actividad antioxidante (Liang et al., 2022).
Ademas, las plantas de Lilium contienen compuestos que pueden ser utilizados en la
industria cosmética como acidos fendlicos, flavonoides y polisacaridos, los cuales pueden
ser empleados como protectores solares, limpiadores faciales, mascarillas faciales,
acondicionadores y otros (Tang et al., 2022). En México, durante el afio 2022 se
produjeron 5,368 millones de flores ornamentales, entre las que destacan el crisantemo,

rosa, gladiola, gerbera, Liliumy girasol (SIAP, 2023).

La salinidad del suelo es uno de los mayores problemas para los sistemas de produccion
agricola, este problema afecta a mas de mil millones de hectéreas distribuidas en 100
paises (Singh, 2022). La salinidad, por tanto, es uno de los principales factores de estrés
abiotico para las plantas, ya que induce una serie de efectos negativos que finalmente
afectan gravemente a la productividad. La salinidad induce estrés osmatico, toxicidad
i6nica, desequilibrio hormonal en las plantas, puede afectar la capacidad fotosintética de
las plantas e inducir la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden
generar estrés oxidativo (Li et al., 2022; Shams & Khadivi, 2023).

El efecto adverso que ejerce la salinidad sobre la disminucion de la biomasa, tamafio,
desarrollo y calidad de hojas, brotes y flores ha sido reportado en diferentes especies
ornamentales con concentraciones relativamente bajas de salinidad, por ejemplo en
plantas de Euphorbia (-5 dS m™) (Bafion et al., 2022), Iris germanica (70 mM) (Zhao et



al., 2021), Zinnia (50 mM) (Yasemin & Koksal, 2023) y Lilium (25 mM) (Bai et al.,
2021). La mayoria de los cultivares de Lilium (hibridos asiaticos, hibridos orientales e
hibridos interespecificos) suelen ser susceptibles al estrés salino (Kang et al., 2021). Bai
et al. (2021), informaron que en hibridos de Lilium asiatica x Lilium asiatica y Lilium
asiatica x Lilium longiflorum, las concentraciones de 35 mM de NaCl disminuyeron
significativamente el peso fresco y seco de los brotes, el contenido de clorofila, la tasa
fotosintética, la conductancia estomatica y la actividad de superoxido dismutasa y
peroxidasas de las hojas. Kang et al. (2021), evaluaron 26 variedades de Lilium hibrido
asiatico y oriental expuestas a 8 dS m™* de NaCl y reportaron que esta concentracion
generd un alto estrés salino, provocando una disminucion en el nimero y diametro de las
flores y alterando las caracteristicas de crecimiento de los cultivares. Ademas, con una
conductividad eléctrica de 4 dS m*en la solucion del suelo, la mayoria de los cultivares
de Lilium sufrieron dafios por la salinidad. Estos datos demuestran claramente el efecto
adverso de la salinidad en las plantas de Lilium.

Para hacer frente a los problemas de salinidad y sus efectos adversos en los cultivos se
han implementado diferentes herramientas y estrategias con resultados positivos. La
aplicacion foliar de las moléculas sefializadoras de éxido nitrico (NO) ha sido probada en
el cultivo de lechuga, observandose un aumento de compuestos antioxidantes, lo que
ayudo a mitigar el estrés salino en las plantas (Sardar et al., 2023). La aplicacion de
selenito de sodio (Na2 SeO3) mejoro las caracteristicas agronémicas de las plantas de mijo
poroso bajo estrés de 150 mM de NaCl, ademas, aumentd la actividad de diferentes
enzimas antioxidantes y los niveles de osmolitos, al mismo tiempo que disminuy0 el
contenido de H20> (Rasool et al., 2022). Una de las tecnologias que se estan aplicando
para contrarrestar los efectos negativos de la salinidad en las plantas es la nanotecnologia,
que permite manipular materiales con al menos una dimension menor a 100 nm. En
particular, la aplicacién de diversos nanomateriales en plantas se ha utilizado para mitigar

el estrés salino en plantas con resultados positivos en varias especies de plantas.

La aplicacion al suelo de NP de fosfato de calcio (NP CaP) ha demostrado ser util para
mitigar los efectos negativos de la salinidad en plantas de haba (V. faba), mejord el

rendimiento de las plantas, los azucares solubles totales, las enzimas antioxidantes, el



contenido de prolina y los fenoles totales, mientras que disminuy6 los indicadores de
estrés oxidativo (MDA 'y H> O2) (Nasrallah et al., 2022). Por otro lado, la aplicacién foliar
de nanoparticulas de silicio en plantas de tomate injertadas fue eficiente para reducir los
efectos negativos de la salinidad, ya que se logré un aumento significativo en el
crecimiento de las plantas, el rendimiento de los frutos, la calidad de los frutos,
especialmente el contenido de vitamina C y el porcentaje de SST, los contenidos de
minerales, los niveles de GAz, ABA y prolina (Sayed et al., 2022). También se observo
que la aplicacion de nanoparticulas de silicio en plantas de guisante (Pisum sativum L.)
bajo estrés salino mejoroé el crecimiento vegetativo y el contenido relativo de agua (CRA),
y provocO un aumento significativo en la altura de la planta, peso fresco y seco,
rendimiento total y el sistemas de defensa antioxidante, también mejor6 el contenido de

K™ en raices y brotes, asi como disminuy6 el contenido de Na* (Ismail et al., 2022).

Aunque se ha demostrado que el uso de diferentes nanoparticulas puede ser una excelente
herramienta para mitigar los efectos negativos del estrés salino en las plantas, no se ha
estudiado el efecto conjunto de estas nanoparticulas. Particularmente en el cultivo de
Lilium, se ha estudiado el efecto de las nanoparticulas de plata (Salachna et al., 2019),
Oxido de zinc (Patka et al., 2023) y silicio (Sanchez-Navarro et al., 2021), pero los
nanocompuestos formados por las nanoparticulas de calcio y silicio no han sido
estudiadas. Por lo tanto, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de dos
tipos y concentraciones de nanoparticulas de calcio-silicio en plantas de Lilium
desarrolladas en condiciones de salinidad, y determinar los cambios bioquimicos y

agronémicos asociados con las condiciones de estrés y la aplicacién de nanoparticulas.

Obijetivos especificos:
Determinar el efecto de las diferentes dosis de NP de Ca-Si y el estrés salino sobre el
desarrollo y crecimiento de las plantas de Lilium.
Evaluar el efecto en la calidad de la flor de Lilium.
Determinar la acumulacion de compuestos bioactivos en las plantas de Lilium.
Determinar la respuesta fisioldgica y del sistema de defensa antioxidante en las plantas

de Lilium.



REVISION DE LITERATURA
Género Lilium

El género Lilium (Liliaceae) comprende plantas monocotiledoneas, bulbosas, perennes,
con aproximadamente 100 especies, de las cuales méas de la mitad tienen su centro de
origen en China y estan distribuidas en las regiones frias del hemisferio norte, donde
generalmente se cultivan para la industria ornamental (Zhou et al., 2021; Du et al., 2014).
Este género consta de 7 secciones, entre ellos se encuentra el lirio oriental, perteneciente
a la categoria Archelirion que representa los hibridos mas valiosos debido a las

caracteristicas morfologicas de sus flores (Youssef et al., 2019).

En la floricultura, Lilium se maneja como flores de corte, cultivo en macetas, o flores de
jardin, y representa una alta demanda en la industria ornamental, por su llamativo color,
tamafo y fragancia. Ademas, sus bulbos se emplean como una fuente de nutrientes y en
general, presenta relevancia cosmética y medicinal debido, a su actividad antioxidante y
presencia de componentes activos (fenoles, flavonoides, nicotinamida) (Tang et al., 2021;
Pelkonen & Pirttila, 2012).

Se sabe que la reproduccion de las plantas esta estrechamente relacionada con una
adecuada importacion de fotoasimilados (sacarosa y almiddn), que son la fuente de
energia para el funcionamiento, desarrollo, y para la formacion de los aparatos

fotosintéticos y no fotosintéticos de las plantas (Ren et al., 2023; Ruan, 2014).
Salinidad

Se conoce que la calidad de las flores de Lilium se ve afectada por las condiciones de
crecimiento, ya que son plantas susceptibles al estrés biodtico y abittico, ademas, se sabe
que hoy en dia la calidad y la productividad de las plantas se ve amenazada por varios
factores, de los cuales destacan la salinidad, el cual es un problema que afecta a gran escala
a la produccion de los cultivos a nivel mundial (Kim & Oh, 2021; Guo et al., 2020; Yin
et al., 2010; Zhao et al., 2023). Se estima que, a nivel global, el deterioro por salinidad es
del 10 %, para nuestro pais, de la superficie agricola destinada a la produccion bajo un
sistema de riego (897 millones de ha), el 10 % se ve afectada por la salinidad, y de la

superficie total afectada, el 64 % se encuentra en el norte del pais, por lo que se buscan



alternativas para mitigar los efectos del estrés (Khan et al., 2023; Zaman et al., 2018;
INIFAP, 2012).

Se sabe que la salinidad provoca en las plantas, un desequilibrio hormonal, el estrés
osmatico, estrés idnico y el estrés oxidativo, por la excesiva generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que afectan a los distintos procesos metabdlicos (sintesis de
proteinas y lipidos, fotosintesis, ADN) y la actividad enzimatica de las plantas y en
consecuencia perturba su desarrollo y su rendimiento (Rasool et al., 2013; Ondrasek et
al., 2022; Parihar et al., 2014).

Distintos iones pueden causar el estrés salino y el cloruro de sodio (NaCl) es el mas
estudiado debido a su facilidad de disociacion, por lo que es el principal causante de las
alteraciones osmoticas en la planta, ademas el Na* afecta a la estructura del suelo (Safdar
et al., 2019). La presencia de la sal afecta la absorcion de agua y nutrientes en la planta 'y
su absorcion excesiva durante el proceso de transpiracion llega a dafiar las células de las
hojas y por ende a los pigmentos fotosintéticos lo que conduce a un menor crecimiento y
desarrollo de las plantas, se sabe que un alto contenido de cloro causa clorosis en las hojas
y afecta el contenido de clorofila, por otro lado el ion Na* inhibe la actividad enzimatica
y compite con el K*, debido a que presentan transportadores similares y la presencia del
potasio es importante ya que regula alrededor de 50 enzimas involucradas en el

metabolismo de las plantas (Parihar et al., 2014; Safdar et al., 2019).

Las plantas, en primera instancia requieren de la produccion de osmoprotectores
(azucares, aminoacidos) y tienen diferentes tipos de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos (superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxidasa (POD), glutation,
vitamina C, fenoles, flavonoides) para proteger y controlar los efectos adversos causados

por el estrés salino (Rasool et al., 2013; Isayenkov, 2012).

En la agricultura, la nanotecnologia basada en nanomateriales o nanoparticulas promueve
mitigar los efectos adversos del estrés bidtico asi como abiotico, ya se han utilizado
distintas nanoparticulas de ZnO, CuO, SiOz, CeOz, TiO2, Fe2,Os por mencionar algunas
para contrarrestar los efectos negativos causados por la salinidad e incrementar la
eficiencia de las plantas (Ondrasek et al., 2022; Prasad et al., 2017). Pérez-Labrada et al.

(2019), informaron que la aplicacion foliar de nanoparticulas de cobre (NP de Cu) en



plantas de tomate bajo condiciones de salinidad, incremento en el fruto el contenido de
fenoles en un 7.8 %, la vitamina C en un 80 % vy el glutatién en un 81 %, ademas en las
hojas se incrementd el contenido de fenoles (16 %) y otros compuestos antioxidantes
enzimaticos. En un estudio realizado en soya (Glycine max L.) bajo condiciones de estrés
salino, se observo que la aplicacion de nanoparticulas de silicio disminuy6 el contenido
de Na' y aumento el K*, ademas promovi6 la actividad antioxidante de compuestos
enzimaticos y no enzimaticos regulando la sobreproduccion de las ROS (Farhangi-Abriz
& Torabian, 2018). También se ha documentado que la aplicacion de nanoparticulas de
dioxido de titanio (NP de TiO2) en plantas de balsamo de maldavia (Dracocephalum
moldavica L.) bajo condiciones de salinidad (50, 100 mM de NaCl) aumentd el contenido
de clorofila a, clorofila b y carotenoides, ademas de promover la produccion de
metabolitos secundarios y disminuir el contenido del peréxido de hidrogeno (H.202),
debido a la actividad enzimatica de ascorbato-peroxidasa (APX) y catalasa (CAT) (Gohari
et al., 2020). Por otro lado, Salachna et al. (2019), evaluaron diferentes concentraciones
(25, 50 ,100 y 150 ppm) de nanoparticulas de plata (NP de Ag) en el cultivo de lirio
oriental (Lilium) y observaron que la concentracion de 100 ppm de NP de Ag mejoro el
contenido de clorofila a (31.2 %), clorofila b (23.1 %) y carotenoides (26.3 %), lo que
resulto en un mejor crecimiento de las flores. Ademas, la aplicacion de las NP de Ag (100
ppm) bajo condiciones de salinidad (600 mM de NaCl) promovié una mayor altura de la
planta (7.6 %), aumento el peso fresco, el nimero de escamas y el diametro del bulbo, en
un 42.3, 46.9 y 13.7 % respectivamente (Byczynska et al., 2023). Una de las ventajas de
aplicar la nanotecnologia en la agricultura es que permite elaborar productos con

sustancias de liberacidn controlada y presentan mayor precision hacia su objetivo.
Importancia del calcio y el silicio en las plantas

El calcio (Ca) es un elemento importante para el funcionamiento de las plantas, presenta
funcién estructural y es un segundo mensajero. El Ca es esencial, debido a que, presenta
diferentes funciones dentro de la planta: es parte de la estructura de la pared celular, forma
pectatos (compuestos que unen las células, otorgan fuerza y rigidez), mantiene la
estructura y previene el colapso de la célula vegetal. Regula la division celular (necesario

para el crecimiento y el desarrollo) y la permeabilidad de las membranas celulares



(importante para controlar el movimiento de nutrientes, agua y otras sustancias dentro y
fuera de las células) (Thor, 2019; Abeed et al., 2023).

El Ca juega un papel en la activacion enzimatica (actia como cofactor de varias enzimas
implicadas en diversos procesos metabdlicos, muchas enzimas requieren iones de calcio
para funcionar correctamente) y en la sefializacion celular para coordinar las respuestas
de las plantas a los cambios en su entorno (funciona como un segundo mensajero en varias
vias de transduccion de sefiales, ayuda a transmitir y amplificar sefiales de hormonas,
sefiales ambientales y respuestas al estrés (Thor, 2019; Lecourieux et al., 2006; Safdar et
al., 2019).

Ademas, es necesario mantener niveles adecuados de calcio en el suelo para que las raices
de las plantas absorban adecuadamente los nutrientes. EI Ca ayuda a mantener la
integridad de la membrana celular de la raiz (permite el transporte eficiente de nutrientes
esenciales, como el potasio (K) y el magnesio (Mg), otorga tolerancia frente al estrés
ambiental (como la sequia, la salinidad y la toxicidad por metales pesados, puede actuar
como agente protector contra el dafio celular inducido por el estrés), interviene en el
desarrollo del fruto (previene la pudricién apical) y sintesis de celulosa. Es importante
sefialar, que es necesario mantener una cantidad adecuada de Ca en el suelo, para obtener
un apropiado crecimiento de las plantas, debido a que un exceso de calcio puede provocar
desequilibrios y mala absorcion de otros nutrientes (Lecourieux et al., 2006; Seifikalhor
et al., 2019; Hadi & Karimi, 2012).

El silicio (Si), es el segundo elemento mas abundante después del oxigeno, presente en
casi todos los minerales en forma no biodisponible para las plantas, desempefia varias
funciones importantes en las plantas, su importancia puede variar segin las condiciones
ambientales en las que se encuentran las plantas y la respuesta a sus beneficios dependera
de cada especie de planta, puesto que no es un elemento crucial para todas las especies.
El Si es absorbido por las plantas como hidroxido de silicio Si(OH)4 y presenta las
siguientes funciones: genera tolerancia al estrés abidtico como la sequia, la salinidad y la
toxicidad de los metales (regula la absorcion de agua, reduciendo la transpiracion y
facilitando la absorcidén de nutrientes), otorga resistencia a enfermedades, forma una

barrera fisica en los tejidos vegetales, lo que dificulta que los patdgenos fldngicos y



bacterianos penetren y colonicen la planta (Pavlovic et al., 2021; Souri et al., 2021,
Tripathi et al., 2016).

El Si confiere soporte estructural (el silicio se deposita y forma fitolitos de SiO2 en las
paredes de las células vegetales, fortaleciéndolas y estabilizdndolas), tiene efecto sobre el
metabolismo del N, mejora la absorcién y transporte de nutrientes como el P, Mgy Ca,
puede reducir la pérdida de agua (transpiracion) de los tejidos vegetales formando una
capa de silice similar a una cuticula en la superficie de la hoja, también aumenta la tasa
fotosintética al mejorar la eficiencia de los cloroplastos, 1o que conduce a un mayor
crecimiento y productividad (Zargar et al., 2019; Abdelaal et al., 2020).

La nanotecnologia

La nanotecnologia permite la manipulacion, la produccion y uso de materiales organicos
e inorganicos o una combinacion de ambos con dimensiones a nanoescala que van desde
1 a 100 nanémetros con alta relacion superficie-volumen, implica modificar, construir o
reorganizar materiales y estructuras (Nasrollahzadeh et al., 2019). La nanotecnologia,
presenta tecnologias nuevas en expansion, ha revolucionado varias industrias, posee
numerosas aplicaciones en diferentes aspectos de la vida cotidiana, desarrollando y
mejorando métodos innovadores para formular y fabricar nuevos productos que puedan

mitigar los dafios provocados al medio ambiente (Malik et al., 2023).

La transformacion y manipulacién de los materiales a nivel atdmico y molecular conduce
a propiedades y estructuras fisicas, quimicas y bioldgicas Unicas especializadas
(Mohammad et al., 2022; Sakhare, 2022).

Aplicaciones de la nanotecnologia en la agricultura

Una de las tecnologias méas aplicadas en los diferentes campos es la nanotecnologia y
presenta gran relevancia en la industria textil, alimentaria, medicina, construccion, entre
otras, incluyendo la agricultura. La nanotecnologia implementa la ingenieria genética para
la transferencia de genes mejorados, mejora la proteccion de las plantas con
recubrimientos que tienen como objetivo proteger a la planta contra el estres biotico y
abidtico, e incrementa la absorcion de los nutrientes que implican el uso de portadores,

ademas otorgan un mejor manejo de los cultivos empleando nanosensores que ayudan a



monitorear las condiciones ambientales, la calidad y los niveles de nutrientes del suelo
(Davari et al., 2017; Cicek & Nadaroglu, 2015).

Los nanomateriales y las nanoparticulas en la agricultura, suelen considerarse como un
tipo de bioestimulante (estimulan y modifican los procesos metabolicos, modulando el
uso eficiente de los recursos o insumos utilizados para la produccion agricola),
permitiendo reducir las practicas que conllevan el uso excesivo de insumos agricolas
(pesticidas, herbicidas, fertilizantes, reguladores de crecimiento por mencionar algunos)
que afectan al entorno, ademéas proporciona herramientas con nuevos mecanismos de
administracion, entrega directa y controlada de los recursos e insumos, buscando reducir
la cantidad aplicada e incrementar su eficiencia para mejorar la produccién agricola y
afrontar los problemas ambientales (Juarez-Maldonado et al., 2019; Kaningini et al.,
2022; Davari et al., 2017). A continuacién, se mencionan algunas aplicaciones de la

nanotecnologia en la agricultura.

Nanofertilizantes. Las plantas requieren de los distintos elementos minerales para
su adecuado crecimiento, por lo que los agricultores han adoptado practicas que incluyen
la aplicacion de fertilizantes (las cuales contienen aquellos nutrientes necesarios para el
desarrollo de las plantas) pretendiendo incrementar la productividad y en consecuencia ha
causado la contaminacidon del ecosistema, principalmente del agua y suelo a causa de una
intensiva fertilizacion inconsciente, puesto que los cultivos adquieren menos de la mitad
de los fertilizantes aplicados y el resto generalmente se pierde por degradacion
microbiana, evaporacion, lixiviacién o acumulacion, esto provoca una alteracion al suelo
que afecta a la productividad y la calidad de los cultivos, a los organismos vivos y a la
salud humana (Cicek & Nadaroglu, 2015; Kaningini et al., 2022).

La aplicacion de nuevas tecnologias como el uso de nanomateriales o nanoparticulas tiene
gran relevancia en la industria agricola, ya que se han desarrollado nanofertilizantes con
propiedades especificas para incrementar la eficacia y la productividad de los cultivos,
con el objetivo de reducir la contaminacion provocada por la excesiva aplicacion y
acumulacién de los fertilizantes comunes (Cicek & Nadaroglu, 2015; Prasad et al., 2017).
Los nanofertilizantes poseen formulaciones de liberacién controlada y actGan como un

portador nutrimental, incrementando la absorcion de los nutrientes que tienen efecto sobre
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el crecimiento y el rendimiento de las plantas bajo estrés, ademéas por su alta relacion
superficie-volumen, reduce la cantidad y las mermas de los fertilizantes aplicados. Los
fertilizantes a nano escala presentan dos vias de entrada hacia la planta, la principal via es
por medio de las hojas (absorcion por medio de las estomas, hidatodos (estoma no
funcional) y la cuticula), la segunda via es por medio de la rizodermis o por los pelos de
las raices (Verma et al., 2022).

Nanoplaguicidas. Dentro de la agricultura convencional, generalmente se han
utilizado sustancias nocivas con efecto plaguicida para el control y erradicacién de los
organismos que afectan al rendimiento de los cultivos, su uso a lo largo del tiempo ha
afectado al medio ambiente y a la economia de los productores, por lo que se han
desarrollado estrategias para mitigar los efectos adversos provocados por el uso excesivo
de los pesticidas y a su vez aumentar su eficacia con productos menos nocivos, formulados

con ingredientes activos (metabolitos secundarios) (Chaud et al., 2021; Chhipa, 2017).

La nanotecnologia permite procesar insumos agricolas mediante la encapsulacién, por
medio de la manipulacién de los materiales permitiendo asi, reducir la contaminacion del
medio ambiente. La nanoencapsulacion funciona como un portador de formulaciones de
pesticidas y pretende incrementar la eficiencia de los mismos por medio de la liberacion
controlada del compuesto activo, la cual esta cubierta por una capa protectora para evitar
la liberacion excesiva y la contaminacién mediada por las sustancias toxicas. Los
pesticidas a nivel nanométrico presentan efectos letales en un tiempo minimo, su
composicion y mayor relacion superficie-masa le confiere al portador un contacto directo

con el organismo atacante (plaga) (Chaud et al., 2021; Cicek & Nadaroglu, 2015).

Nanoherbicidas. En los agroecosistemas, la presencia de las malezas tiene un
impacto en el rendimiento de los cultivos, lo que afecta a los productores y al medio
ambiente, ya que los productores recurren a la aplicacién de herbicidas para eliminar a las
malas hierbas, sin embargo, los herbicidas tradicionales suelen contaminar el medio
ambiente y solo eliminan una parte de las malezas que abarca el follaje y la parte aérea,
mas no presenta efecto méas alla debajo del suelo, donde se encuentran los medios de
propagacion (rizomas, tubérculos) y dan resultado a la regeneracion de las malas hierbas
(Cicek & Nadaroglu, 2015; Zargar et al., 2023 Nisha Raj et al., 2021).
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Los avances nanotecnoldgicos han desarrollado portadores con efecto herbicida, existen
formulaciones de nanocompuestos activos herbicidas conteniendo nanoparticulas, estos
mejoran la adhesion y la penetracion de los ingredientes activos en los tejidos de las
malezas, su tamafio nanometrico y su potencial superficie especifica le otorga gran
afinidad a su objetivo, y por tanto tiene un mayor efecto de interaccion, a su vez reduce
la acumulacién y la contaminacion causada por la aplicacion gradual de los herbicidas
(Cicek & Nadaroglu, 2015; Zargar et al., 2023). Los nanoherbicidas, presentan un nivel
de precision y controlan la liberacion de los compuestos activos, 1o que le permite atacar

especificamente a su objetivo (Cordon et al., 2022).

Nanosensores. Hoy en dia se pretende desarrollar tecnologias para prevenir o
combatir tanto el cambio climatico, asi como el incremento demogréafico. Los
nanosensores es una de las herramientas de la nanotecnologia que presenta mayor
precision para detectar los problemas adversos que enfrenta la industria agricola. Estos
sensores de nivel nanométrico funcionan como un sistema inteligente de cuantificacion,
para el suministro y control adecuado de los insumos aplicados en la industria agricola,
ademas ayudan a detectar los factores del ambiente bi6tico, asi como abi6tico (organismos
patdégenos, insumos agricolas, temperatura, etc.) que influyen para el adecuado
crecimiento y desarrollo de las plantas, conduciendo a incrementar su rendimiento
(Sharma et al., 202; Cicek & Nadaroglu, 2015).

Los nanosensores tienen diferentes funciones especificas, como la deteccién de factores
ambientales, la presencia de organismos patdgenos y de contaminantes, entre otros. Se ha
demostrado que los nanosensores electroquimicos, sirven como una herramienta de
monitoreo y cuantificacion del pesticida malation. Un sensor a base de nanoparticulas de
CuO funcionalizadas con nanocompuesto de grafeno a 3D detecto el pesticida a un nivel
de 0.01 nM y otro sensor a base de nanocompuesto de quitosano y 6xido de hierro presento
alta sensibilidad (0.001 ng mL™) a la deteccion de malation (Xie et al., 2018; Prabhakar
et al., 2016).



12

Aplicaciones de nanoparticulas de calcio y de silicio en la agricultura

Actualmente una de las tecnologias de vanguardia que promete mejorar al area agricola,
es la nanotecnologia. Estudios han demostrado que con el uso de nanoparticulas se pueden
combatir enfermedades, controlar plagas, incrementar la produccién y la calidad de los
cultivos (Mustapha et al., 2022; Khalid et al., 2022;). Reportes sugieren que las NP
generan una serie de respuestas y modifican las rutas metabdlicas de las plantas, asi como
incrementar el contenido de clorofila, las enzimas antioxidantes, y pueden estabilizar y
reducir los efectos negativos producidos por las especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Wohlmuth et al., 2022; Wu & Li, 2022).

Existen distintas formulaciones de NP de silicio o de calcio para fomentar la produccién
y eludir los efectos de distintos tipos de estrés en cultivos comestibles y no comestibles.
Por ejemplo, se ha documentado que al aplicar 150 mg L™t NP de silicio en plantas de
limoncillo (Cymbopogon flexuosus), incrementd el crecimiento y el rendimiento
(Mukarram et al., 2021). En otro estudio, las NP de dioxido de silicio mejoraron la
actividad fotosintética, asi como el nivel de K* y disminuyeron el Na* en plantas de
platano (Musa acuminata 'Grand Nain') (Mahmoud et al., 2020). Ademas, Gonzélez-
Garcia et al. (2022), revelaron que las NP de Si, en plantas de pimiento bajo estrés salino,
aumentaron el nivel de glutation (compuesto antioxidante). Por otro lado, Ayyaz et al.
(2022), mencionan que al aplicar NP de calcio en plantas de canola (Brassica napus L.), se
redujo el estrés oxidativo causado por sequia. Gandhi et al. (2021), mencionan que al
aplicar 150 mL de NP de didxido de calcio (CaO) diluido en 100 mL de agua destilada en
semillas de garbanzo (Cicer arietinum L.), promovi6 100 % la germinacion de las semillas
e incrementd la tasa de crecimiento y el contenido antioxidante de enzimas peroxidasas
(10.11 mg g1). En un estudio realizado en plantas de haba (Vicia faba L.) bajo y sin
condiciones de estrés salino, se demostro que la aplicacion de nanoparticulas de fosfato
de calcio (NP CaP) bajo condiciones de salinidad, incrementd el contenido total de
azucares solubles de un 71 % en la etapa vegetativa, un 23 % en la etapa de floracion y un
43 % en la etapa de formacion de vainas, mientras que en condiciones sin estrés aumento
el contenido de esta variable de un 90 % en la etapa vegetativa (Nasrallah et al., 2022).

La aplicacién de NP de Ca en plantas de tomate (Solanum lycopersicon L.) sometidas a
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estrés salino (50, 100 y 200 mM de NaCl) promovié el crecimiento y el sistema de defensa
de las plantas de tomate, se observo que la aplicacion de las NP Ca incrementd el peso
fresco (169.90 %, 225.60 %) y el peso seco (146.90 %, 183.30 %) de brotes y raiz
respectivamente, ademas, aumento la longitud del brote (47.37 %), el contenido relativo
de agua (15.59 %), la vitamina C (56.32 %) y los compuestos fendlicos (98.05 %) bajo
condiciones de estrés a 50 mM de NaCl (Abeed et al., 2023). Sadnchez-Navarro et al.
(2021), sefialaron que la aplicacion foliar de 600 mg L™ de NP de Si, incrementé la
longitud del boton floral y la vida Gtil de las flores de un 27.77 % y 21.62 % mas que el
control. En plantas de gerberas (Gerbera Jamesonii) la aplicacion de 80 mg L™ de NP de
silicio + 240 mg L de calcio quelatado, aumentd el contenido de lignina (33 %) y celulosa
(15 %) respecto al control (Alikhani et al., 2021). La aplicacion de NP de Sia 300 mg L~
! incrementd la absorcion y el contenido de agua en Duranta erecta sometidas a
condiciones de salinidad (Aly et al., 2023). Se ha demostrado que la aplicacion foliar de
nanoparticulas de silicio (400 mg L) incrementa un 60 % mas la vida de florero de las
plantas de Polianthes tuberosa L. (nardo) (Karimian et al., 2021). Cokul Raj et al. (2023),
mencionan que al implementar las NP de Si en condiciones in vitro, promueve la
induccioén de botones florales en una especie aromatica (Vitex negundo L.). La aplicacion
de NP de carbonato de calcio y silicio incrementaron el nimero de inflorescencias, el

crecimiento y la vida util de florero de Dahlia pinnata (Kasem et al., 2023).
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MATERIALES Y METODOS
Sintesis de nanoparticulas de calcio-silicio (NP Ca-Si)

La sintesis de NP Ca-Si se llevo a cabo mediante un procedimiento similar al informado
por Huang et al. (2017), una breve descripcion es la siguiente: se mezclaron 3.3 g de
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) y 6 ml de NH3.H20 en 300 mL de agua destilada
y luego se agitaron durante 15 minutos a 65 °C. A continuacién, se afiadieron 15 ml de
ortosilicato de tetraetilo y 15.6 g de nitrato de calcio [Ca (NO3)2.4H>O] agitado a 400
revoluciones por minuto (rpm) durante 3 horas. Luego, el producto de reaccion se filtro y
el sélido se lavd con agua destilada con un pH de 7.0, finalmente se lavd nuevamente con
etanol y se volvio a filtrar. Después de esto, el sélido obtenido se secé a 90 °C durante 36
horas y el producto final fue un sélido blanco (CaSi-1).

Para la obtencion de CaSi-2, se sinterizd Ca-Si-1 a 550 °C durante 3 horas, para obtener
un solido de color arena (CaSi-2). La relacion CaO/SiO 2 fue de 1.05 determinado por
espectrometria de masas (ICP).

Las nanoparticulas CaSi-1 (NP1) y CaSi-2 (NP2) dispersadas en agua destilada y
AGREX-F (dispersante agricola comercial), presentaron un valor de potencial zeta de
+24.6 mV'y -15.2 mV respectivamente.

Desarrollo de plantas de Lilium en invernadero

El experimento se establecio en un invernadero tipo capilla con cubierta de policarbonato.
La temperatura promedio fue de 28 °C durante el dia 'y 17 °C durante la noche, con una
radiacion fotosintéticamente activa de hasta 560 pmol m2s?en las horas de maxima
radiacion, y una humedad relativa de 40-70 %. Se utilizaron bulbos de Lilium de tipo
oriental de la variedad “Table dance” (hibrido de Lilium auratum y Lilium speciosum).
Los bulbos fueron adquiridos en "Viveros el Volcan SA de CV” en el Estado de México,
México. Los bulbos se sembraron en bolsas de polietileno de color negro (un bulbo por
bolsa) con capacidad de 4 litros, utilizando como sustrato una mezcla de turba y perlita en
proporcion 1:1 (1 kg por bolsa aproximadamente). Se utilizd un sistema de riego dirigido
con solucion de Steiner (Steiner, 1961) a una concentracion del 25 %, el pH de la solucién

se ajustd a 6.5.
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Caracterizacion de nanoparticulas de Ca-Si

El CaSi-1y CaSi-2 se caracterizaron por la difraccion de rayos X (DRX) (Figura 1A), los
difractogramas de ambas muestras presentaron un pico amplio ubicado en 23.19°y 21.38°
en la escala 2 theta correspondiente a CaSi-1 y CaSi-2 respectivamente (parte amorfa).
Ademas, presentaron picos en 2 6 = 29.3° y 32°-50° correspondientes a la fase cristalina.
El diametro promedio de particula se calculo con base en el pico de 29.3° y utilizando la
ecuacion de Debye-Scherrer se determind que las muestras de CaSi-1 y CaSi-2

presentaron un diametro de 23.29 nm y 15.29 nm respectivamente.

Se realiz6 un analisis termogravimétrico (TGA) de las NP CaSi-1 y CaSi-2 para
determinar el contenido de calcio y silicio como residuos inorganicos (Figura 1B). El
contenido de residuos inorganicos en CaSi-1 fue de 62.0 %, mientras que en CaSi-2 fue
de 87.0 %.

100
CaSi-2 -
A P IN_B ——CaSi-1
| ——CaSi-2
| 90
5 g
& — 80
= 8
3 S
] L
E % 70 4
=
|
| 60 4
T T T T T T T T 50 T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 200 300 400 500 600
2 Theta Temperature °C

Figura 1. Difractogramas DRX (A) y termogramas TGA (B) de nanoparticulas de CaSi-
1y CaSi-2.

Aplicacion de tratamientos

El tratamiento consistio en la aplicacion foliar de dos tipos de nanoparticulas CaSi-1
(NP1) y CaSi-2 (NP2) a dos concentraciones cada una (500 y 750 mg L), més un control.
Uno de los parametros a evaluar en este estudio fue la salinidad, para lo cual se realizo la
evaluacion de cada uno de los tratamientos bajo condiciones de salinidad y sin salinidad.

El experimento en condiciones de salinidad se manejo constante desde el surgimiento de

700
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las primeras hojas de Lilium y durante todo el desarrollo del cultivo, para ello todos los
riegos aplicados fueron con solucién Steiner a la que se le adicion6 30 mM de NaCl. Cada
experimento consto de cinco tratamientos, con cinco repeticiones, donde cada repeticion

estuvo compuesta por cuatro plantas (una planta por maceta).
Parametros de calidad de las flores de Lilium

El tamafio de la flor se midi6 antes de su apertura (longitud de la flor cerrada) y cuando la
flor estaba completamente abierta (didmetro de la flor abierta). Ademas, se determino el
numero de flores por planta, la biomasa fresca y seca de las flores y el tiempo de vida de
las flores (dias desde la apertura de la flor hasta la caida del primer pétalo). El cultivo de

Lilium se desarroll6 durante 119 dias desde la siembra de los bulbos.
Variables bioquimicas

Los contenidos de clorofila a, b y total (mg 100 g~ PS) se determinaron segtin el método
de Nagata y Yamashita (1992). La muestra liofilizada (10 mg) se mezcl6 con 2 ml de
hexano:acetona (3:2). Posteriormente las muestras fueron sonicadas durante 5 minutos.
Después se centrifugaron a 15,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Se elimind el
sobrenadante y se tomaron las lecturas de las absorbancias a 645 y 663 nm, y los valores
obtenidos se utilizaron en las Ecuaciones (1) y (2).

Clorofilaa = 0.999 * Agg; — 0.0989 * Agys Q)
Clorofilab = 0.328 * Aggz + 1.77 * Agys 2

La vitamina C (mg g~* PS) se determiné mediante espectrofotometria. Se extrajeron 10
mg de tejido liofilizado con 1 ml de acido metafosforico (HPO3) al 1 % y se filtraron con
papel de filtro Whatman No. 1. Para la cuantificacion, se tomaron 200 pL de extracto y se
mezclaron con 1800 pL de 2,6 diclorofenol-indofenol (100 mM), se tomo lectura de la
absorbancia a 515 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Espectrofotometro UNICO,
Modelo UV2150, Dayton, NJ, USA) (Hung y Yen, 2002) .

El contenido de fenoles totales (mg g~* PS) se obtuvo segin Yu y Dahlgren (2000). En
total, se extrajeron 100 mg de tejido liofilizado con 1 mL de una solucion agua:acetona
(1:1) y la mezcla se homogeneiz6 durante 30 s. Los tubos de muestra se centrifugaron a
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17,500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Después, 18 uL del sobrenadante se colocaron en
un tubo de ensaye, junto con 70 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 175 pL de carbonato
de sodio (Na2CO3) al 20 %, ademas de 1750 uL de agua destilada. Las muestras contenidas
en los tubos de ensaye se colocaron en un bafio de agua a 45 °C durante 30 min.
Finalmente, la lectura se tomd a una longitud de onda de 750 nm en el espectrofotometro
UV-Vis, (Espectrofotometro UNICO, Modelo UV2150, Dayton, NJ, USA). Los fenoles

totales se expresaron en mg EQ de acido galico por gramo de PS.

El contenido de flavonoides (mg g~ PS) se determin6 seguin Arvouet-Grand et al. (1994).
Para la extraccion se colocaron 20 mg de tejido liofilizado en un tubo de ensayo al que se
le agregaron 2 mL de metanol grado reactivo y este se homogeneiz6 durante 30 s. La
mezcla se filtré usando papel Whatman No. 1. Para la cuantificacion, se afiadié a un tubo
de ensayo 1 mL del extracto y 1 mL de solucién metandlica de tricloruro de aluminio
(AICI3) al 2 % y se dejo reposar durante 20 min en oscuridad. La lectura se tomé a una
longitud de onda de 415 nm en el espectrofotémetro UV-Vis (Espectrofotometro UNICO,
Modelo UV2150, Dayton, Nueva Jersey, EE. UU.). Los resultados se expresan en mg EQ
de quercetina por gramo de PS.

La capacidad antioxidante se determind utilizando el método DPPH (2,2-difenil-1-
pricrilhidrazilo) tanto para compuestos hidrofilicos como lipofilicos (Brand-Williams et
al., 1995). La capacidad antioxidante total (CAT) se obtuvo afiadiendo los compuestos
hidrofilicos y lipofilos. La solucién madre se preparé mezclando 2,5 mg del radical DPPH
con 100 mL de metanol. Posteriormente se tomaron 6 uL del extracto obtenido con buffer
de fosfato o hexano:acetona y se agregaron 234 uL del radical DPPH diluido. Se utilizé
metanol como blanco. La disminucion de la absorbancia a 515 nm se midié después de 30
min. Los compuestos hidréfilos se determinaron utilizando buffer de fosfato como
solucion de extraccion, mientras que para los compuestos lipofilos se utilizé una solucion
de hexano:acetona. Los resultados se expresaron como equivalentes de acido ascérbico
(umol g PS).

El perdxido de hidrogeno (H202) se evaluo segun la metodologia descrita por Velikova et
al. (2000), y se expresa como pmol g ! de PS. En total, se homogeneizaron 10 mg de

muestra liofilizada con 1000 pL de acido tricloroacético frio (0.1 %). EI homogeneizado
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se centrifug6 a 12.000 rpm durante 15 min y se afiadieron 250 pL del sobrenadante a 750
pL de buffer de fosfato de potasio (10 mM) (pH 7,0) y 1000 pL de yoduro de potasio (1
M). La absorbancia del sobrenadante se midié a 390 nm. El contenido de H20 se

proporciond mediante un patron.

El malondialdehido (MDA) se determind segun la metodologia descrita por Velikova et
al. (2000), y se expresa como nmol g de PS. En total, se homogeneizaron 50 mg de
muestra liofilizada en 1000 pL de &cido barbitdrico (TBA) (0.1 %). EI homogeneizado se
centrifugo a 10,000 rpm durante 20 min y se afiadieron 500 pL del sobrenadante a 1000
pL de TBA (0,5 %) en &cido tricloroacético (20 %). La mezcla se incubd en agua hirviendo
durante 30 minutos y la reaccion se detuvo colocando el tubo de reaccion en un bafio de
hielo. Luego, la muestra se centrifug6 a 10,000 rpm durante 5 minutos y la lectura de la
absorbancia del sobrenadante se realiz6 a 532 nm. La cantidad de complejo MDA-TBA

(pigmento rojo) se calculd a partir del coeficiente de extincion de 155 mM™* cm™.
Anélisis estadistico

Los experimentos se establecieron bajo un disefio de cuadrado latino considerando cinco
repeticiones por tratamiento. Se realizé un andlisis de varianza y una prueba de diferencia
minima significativa de Fisher (0=0.05) utilizando el software InfoStat (v2020)
(Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). Ademas, se realiz6 un analisis de
conglomerados jerarquico y un analisis de componentes principales utilizando el software
Origin (v2016). Para el analisis de conglomerados jerarquico de las variables se utilizo el
promedio grupal como método de conglomerados y la correlacion de Pearson como tipo

de distancia.
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RESULTADOS

La salinidad afectd consistentemente el desarrollo y la calidad de las flores de Lilium,
principalmente el tamafio de las flores, como se observa en las Figuras 2 A y B. Sin
embargo, también se observaron efectos positivos con la aplicacion de nanoparticulas de
Ca-Si (Figura 2). En ausencia de estrés salino, los tratamientos NP1-750, NP2-500 y NP2-
750 aumentaron la longitud de la flor cerrada en un rango de 3 a 4 % en comparacion con
el testigo (T0). Mientras que en condiciones de salinidad no se observaron diferencias
entre tratamientos (Figura 2A). El diametro de la flor abierta se increment6d con la
aplicacion de todos los tratamientos cuando las plantas no estuvieron sometidas a estrés
salino. Mientras que, bajo estrés salino, solo los tratamientos NP1-750, NP2-500 y NP2-

750 aumentaron el didmetro de la flor abierta entre 3.8-5.1 % respecto al TO.

La biomasa fresca de flores también aumento6 con los tratamientos NP1-750, NP2-500 y
NP2-750 entre 38.4-57.9 % respecto al TO. Sin embargo, bajo condiciones de estrés salino,
no se observaron diferencias entre tratamientos (Figura 2D). EI nimero de flores por
planta, la biomasa seca de las flores y la vida Util de las flores no difirieron entre los
tratamientos (Figura 2 C, E, F).
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Figura 2. Calidad de flores de Lilium tratadas con nanoparticulas de Ca-Si. Longitud del
botdn floral (A); Diametro de la flor (B); Numero de flores por planta (C); Biomasa fresca
de las flores (D); Biomasa seca de las flores (E); Vida util de la flor (F). NP Ca-Si 1 a 500
y 750 mg L (NP1-500 y NP1-750); NP Ca-Si 2 a 500 y 750 mg L (NP1-500 y NP1-
750); Testigo (T0). Estrés salino (NaCl); No se encontrd diferencias (NS). Letras
diferentes por columna indican diferencias significativas de acuerdo a la Diferencia

Minima Significativa de Fisher (p<0.05).

El contenido de clorofila a en las hojas de Lilium sin estrées salino aumento
significativamente con los tratamientos NP2-500 y NP2-750, 20 % y 275 %
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respectivamente en comparacion con el control. Bajo estrés salino, TO present6 el menor
contenido de clorofila a, mientras que los tratamientos NP1-750, NP2-500 y NP2-750 lo
incrementaron en 19.7 %, 30.7 % y 38.5 % respectivamente (Figura 3A). El contenido de
clorofilab en las hojas de Lilium sin estrés salino no mostré diferencias entre tratamientos.
Sin embargo, bajo estrés salino, TO presentd el menor contenido de clorofila b, mientras
que los tratamientos NP1-750, NP2-500 y NP2-750 lo incrementaron en 16.9 %, 27.7 %
y 36.2 % respectivamente (Figura 3B). La clorofila total de hojas de Lilium sin estrés
salino no mostré diferencias entre tratamientos. Por el contrario, bajo estrés salino los
tratamientos NP1-750, NP2-500 y NP2-750 aumentaron la clorofila total en un 19.4 %,
30.2 % y 38.1 % respectivamente en comparacion con TO (Figura 3C). La relacion
clorofila a/b no presentd estadisticamente diferencias entre tratamientos
independientemente de la condicion de salinidad. Sin embargo, graficamente se observo

que la salinidad disminuyd la relacion clorofila a/b (Figura 3D).
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Figura 3. Contenido de clorofilas y relacion de clorofilas a/b en hojas de Lilium tratadas

con nanoparticulas de Ca-Si. Clorofilaa (A); Clorofila b (B); Clorofila total (C); Relacién
clorofilaa/b (D). NP Ca-Si 1 a 500 y 750 mg L' (NP1-500 y NP1-750); NP Ca-Si 2 a 500
y 750 mg L' (NP1-500 y NP1-750); Testigo (T0). Estrés salino (NaCl); No se encontrd
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diferencias (NS). Letras diferentes por columna indican diferencias significativas de
acuerdo a la Diferencia Minima Significativa de Fisher (p<0.05).

La aplicacion de nanoparticulas de Ca-Si no modifico el contenido de clorofila en las
flores de Lilium independientemente de la condicion de salinidad a las que fueron
sometidas. Sélo se observo que la salinidad aumento el contenido de clorofila, mientras

que la relacion clorofila a/b disminuyd (Figura 4).
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Figura 4. Contenido de clorofilas y relacion de clorofilas a/b en flores de Lilium tratadas
con nanoparticulas de Ca-Si. Clorofilaa (A); Clorofila b (B); Clorofila Total (C); Relacion

clorofilaa/b (D). NP Ca-Si 1 a 500 y 750 mg L' (NP1-500 y NP1-750); NP Ca-Si 2 a 500
y 750 mg L (NP1-500 y NP1-750); Testigo (T0). Estrés salino (NaCl); No se encontrd

diferencias (NS). Letras diferentes por columna indican diferencias significativas de
acuerdo a la Diferencia Minima Significativa de Fisher (p<0.05).

El contenido de antioxidantes en las hojas de Lilium se vio modificado tanto por la
salinidad como por la aplicacion de nanoparticulas. El contenido de vitamina C aumento

84.7 % con el tratamiento NP2-500 respecto al TO cuando no se aplicé salinidad. Mientras
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que, en condiciones de salinidad, el tratamiento NP1-500 aument6 el contenido de
vitamina C en un 9.4 % en comparacién con el control (Figura 5A). El contenido de
fenoles no cambid por efecto de los tratamientos cuando las plantas no estuvieron
sometidas a salinidad. En contraste, la aplicacion de salinidad indujo un aumento en el
contenido de fenoles, ya que TO presentd la mayor cantidad de estos compuestos junto
con el tratamiento NP1-750, mientras que los tratamientos NP1-500, NP2-500 y NP2-750
presentaron menos fenoles que TO (Figura 5B). Por otro lado, el contenido de flavonoides
no fue modificado por los tratamientos aplicados, independientemente de la condicion de
salinidad (Figura 5C).

La capacidad antioxidante fue modificada tanto por la condicion de salinidad como por el
efecto de las nanoparticulas, y el efecto fue diferente segun la naturaleza del grupo de
compuestos analizados, es decir, hidrofilicos o lipofilicos. EI control present6 la mayor
capacidad antioxidante en los compuestos hidrofilos, en contraste, el tratamiento NP2-500
presentd la menor capacidad antioxidante (-15.8 % respecto a TO), seguido de los
tratamientos NP2-750 y NP1-750 (-13.5 % y -12 % respectivamente). Cuando las plantas
fueron sometidas a estrés salino, el control (T0) present6 la menor capacidad antioxidante,
mientras que los tratamientos NP1-500 y NP1-750 la aumentaron en 24.3 % y 33.4 %
respectivamente (Figura 5D). La capacidad antioxidante de los compuestos lipofilicos
solo fue modificada por los tratamientos con nanoparticulas cuando las plantas fueron
sometidas a salinidad. Bajo esta condicién, TO present6 la menor capacidad antioxidante,
mientras que todos los tratamientos con nanoparticulas la incrementaron en un rango de
14.3-19.3 % (Figura 5E). La capacidad antioxidante total no presentd diferencias
significativas entre tratamientos en plantas sin estrés salino. En contraste, bajo estrés
salino, TO presentd la menor capacidad antioxidante, mientras que los tratamientos NP1-
500, NP1-750 y NP2-500 la aumentaron en un rango de 19.2-23.8 % (Figura 5F).



24

20

a
4 - A a ab 18 B b b b
) N ° a b b 16 - N a N
i N\ I§ N = & ; aN Ny T
o 3 ‘:- 14 TN TN T
g o 12
o
b 5| b b b % 10 -
g b - T 3 % 8 -
£ ] c 6
8 g
s ' 4+
2 = |
0 0
400 e 180
—_— a
CI I% ST N I% D 160 - D -
E N %I T ayan ab%bc% ab g
300 o 1 = c bc
e 5 TN° N T e
o =1 %
E = 100
= )
g 200 — o
£ 804
3 s
g ° 60 —
i T
E 100 I 40
ic o
% 20 |
0 r& 0
160 350
—_ E 2 a a i a a F a
P w04 " 5% 2 a fy %I & 300+ a I
ko § I% | b 2 a a g
'm 1204 4 N aNy=
i S To0250 4 RN R = % b
[=] o
E 100 s N
= g 200
8 80 =
= ® 150 -
;.: -
© 60 °
o -
s | T 100 -
40 + o
& 5
o 4 50 |
a 20
0 0
o0 0 o0 N <0 & 4D oS g0 <0
V\?\X’ ‘\?.\,1 ‘\Q'L"" ‘\Q'L:‘ ‘\9’\' ‘\?‘\' ‘\?’L’ ‘\Q'l’
[ Control
Y NaCl i
Tratamientos — Tratamientos

Figura 5. Contenido de antioxidantes y capacidad antioxidante en hojas de Lilium tratadas
con nanoparticulas de Ca-Si. Vitamina C (A); Fenoles (B); Flavonoides (C); DPPH
hidrofilico (D); DPPH lipofilico (E); DPPH Total (F). NP Ca-Si 1 a 500 y 750 mg L'
(NP1-500 y NP1-750); NP Ca-Si 2 a 500 y 750 mg L (NP1-500 y NP1-750); Testigo
(TO). Estrés salino (NaCl); No se encontré diferencias (NS). Letras diferentes por columna
indican diferencias significativas de acuerdo a la Diferencia Minima Significativa de
Fisher (p<0.05).

En las flores de Lilium, la salinidad aumenté el contenido de fenoles y flavonoides (Figura

6 B y C). La vitamina C en flores de Lilium sin estrés salino solo aumento con el
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tratamiento NP1-750, un 40 % en comparacion con TO. Sin embargo, bajo condiciones de
salinidad no hubo diferencias entre tratamientos (Figura 6A). El contenido de fenoles no
presento diferencias entre los tratamientos con nanoparticulas y TO independientemente
de la condicion de salinidad (Figura 6B). EI menor contenido de flavonoides se presento
en el TO cuando las plantas no fueron sometidas a estrés salino, mientras que los
tratamientos NP1-750 y NP2-500 lo incrementaron en un 17.6 % y 23.7 %
respectivamente. En condiciones de salinidad no se observaron diferencias entre

tratamientos (Figura 6C).

La capacidad antioxidante de los compuestos hidrofilicos de las flores de Lilium sin estrés
salino aumento con los tratamientos NP1-500, NP2-500 y NP2-750 en un rango de 11.6-
21 % respecto al TO. En contraste, en condiciones de salinidad, TO presenté la mayor
capacidad antioxidante, siendo superior a todos los tratamientos con nanoparticulas
(Figura 6D). En los compuestos lipofilicos de las flores de Lilium sin estrés salino, los
tratamientos NP2-500 y NP2-750 presentaron la menor capacidad antioxidante, siendo -
14.6 % y -10.4 % respecto al TO. Mientras que, bajo estrés salino, TO presentd la mayor
capacidad antioxidante, siendo el tratamiento NP2-750 el que presentd menor actividad
antioxidante (-15.5 %) (Figura 6E). La capacidad antioxidante total no present6
diferencias entre tratamientos en flores de Lilium sin estrés salino. Por el contrario, bajo
estrés salino, TO presentdé la mayor capacidad antioxidante, superando a todos los

tratamientos con nanoparticulas (Figura 6F).
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Figura 6. Contenido de antioxidantes y capacidad antioxidante en flores de Lilium
tratadas con nanoparticulas de Ca-Si. Vitamina C (A); Fenoles (B); Flavonoides (C);
DPPH hidrofilico (D); DPPH lipofilico (E); DPPH Total (F). NP Ca-Si 1 a 500 y 750 mg
L (NP1-500 y NP1-750); NP Ca-Si 2 a 500 y 750 mg L (NP1-500 y NP1-750); Testigo
(TO). Estrés salino (NaCl); No se encontré diferencias (NS). Letras diferentes por columna
indican diferencias significativas de acuerdo a la Diferencia Minima Significativa de
Fisher (p<0.05).

El contenido de peroxido de hidrdgeno en hojas de Lilium sin estrés salino no mostré
diferencias entre tratamientos. Mientras que bajo estrés salino el tratamiento NP1-500
presento el mayor contenido de perdxido de hidrogeno y el tratamiento NP2-750 el menor
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contenido, sin embargo, ninguno de estos tratamientos fue diferente al TO (Figura 7A). El
contenido de MDA aumentd con todos los tratamientos con nanoparticulas en
comparacion con TO cuando las plantas no fueron sometidas a estrés salino. Sin embargo,

bajo estrés salino, no hubo diferencias entre los tratamientos (Figura 7B).

En flores de Lilium sin estrés salino, el contenido de peroxido de hidrégeno aumenté con
los tratamientos NP1-750 y NP2-750 en un 16.7 % y 13.2 %, respectivamente, en
comparacion con el control. Bajo estrés salino, no hubo diferencias entre tratamientos en
el contenido de perdxido de hidrdgeno en las flores de Lilium (Figura 7C). El contenido
de MDA en flores de Lilium sin estrés salino aumento con el tratamiento NP2-750, 29.8
% respecto al TO. Bajo estrés salino, el contenido de MDA en las flores de Lilium fue
mayor en el tratamiento NP1-750, 51.3 % respecto al TO; sin embargo, todos los
tratamientos aumentaron significativamente el contenido de MDA con respecto a TO en
un rango de 22.6-51.3 % (Figura 7D).

1 Control
25 NaCl |40
- B a
» a
a
" 304 2
@ o
o ]
T E
o =
g § 20
ON s
s 'g 10
o
©
=
0
180
5 10D
o
T 140 .
2 ® e =
- E M
2' ;’ 100
]
£ 2 80
=%, =
-~ 3
o, s 60
* 2
s 4%
©
= 20+
0 -
o0 o o0 o o0 o o <0
\\?\"" ‘\?«:\ “?1,5 ‘x?'L:‘ 7 Control ‘\?\b “?.\:\ & PR
i Y NaCl )
Tratamientos Tratamientos

Figura 7. Contenido de perdxido de hidrégeno (H202) y malondialdehido (MDA) en hojas
y flores de Lilium tratadas con nanoparticulas de Ca-Si. H2.02 (A); MDA (B); H20: (C);
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MDA (D). NP Ca-Si 1 a 500 y 750 mg L™ (NP1-500 y NP1-750); NP Ca-Si 2 a 500 y 750
mg L' (NP1-500 y NP1-750); Testigo (T0). Estrés salino (NaCl); No se encontr6

diferencias (NS). Letras diferentes por columna indican diferencias significativas de

acuerdo a la Diferencia Minima Significativa de Fisher (p<0.05).

El analisis de conglomerados jerarquico en Lilium sin estrés salino presenta cuatro grupos
principales de variables: 1) nimero de flores por planta, biomasa seca de flores, clorofilas
en hojas (a, b y total), capacidad antioxidante de compuestos lipofilos en hojas y contenido
de MDA en flores; 2) vitamina C en flores, capacidad antioxidante de los compuestos
lipéfilos en flores y peroxido de hidrogeno en flores; 3) fenoles en hojas y flores,
capacidad antioxidante de compuestos hidrofilicos y totales en hojas, y perdxido de
hidrogeno en hojas; 4) es el grupo con mas variables, donde se encuentran el resto (Figura
8A). En el andlisis de componentes principales se observa que el control (T0O) esta asociado
principalmente a la actividad antioxidante total y al peroxido de hidrégeno en las hojas.
Por el contrario, el tratamiento NP2-500 se asocia principalmente con la capacidad
antioxidante de los compuestos hidréfilos en las flores, la vitamina C en las hojas y la
clorofila en las flores. Los tratamientos NP1-500 y NP1-750 estan asociados con vitamina
C en flores, flavonoides en hojas y la capacidad antioxidante total en flores (Figura 8B).

En plantas de Lilium sometidas a estrés salino, el andlisis de conglomerados jerarquico
muestra cinco grupos de variables principales: 1) nimero de flores por planta, biomasa de
flores frescas, clorofila b en flores y flavonoides en hojas; 2) biomasa seca de flores,
perdxido de hidrégeno en hojas, clorofila a y total en flores; 3) relacion clorofila a/b en
flores y fenoles en hojas, 4) vitamina C y capacidad antioxidante (hidréfila, lipofilay total)
en flores y MDA en hojas; el grupo cinco es el mas grande y agrupa el resto de variables
(Figura 8C). En el biplot se observa que los tratamientos NP1-500 y NP2-750, asi como
el control (TO) no se encuentran relacionados con variables. En contraste, el tratamiento
NP1-750 esta estrechamente relacionado con la capacidad antioxidante de los compuestos
hidrofilicos y la capacidad antioxidante total en hojas, la vitamina C y la relacion clorofila
a/b en hojas, y con MDA en flores. En el otro cuadrante se observa que el tratamiento
NP2-500 se asocia con clorofilas (a, b y total) en hojas, asi como con flavonoides en flores
(Figura 8D).
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Figura 8. Analisis de conglomerado jerarquico y Biplot de los tratamientos y variables de
respuesta de Lilium tratado con nanoparticulas de Ca-Si sin estrés salino (A, B) y bajo

estrés salino (C, D).
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DISCUSION

Es claro que la salinidad afecta el desarrollo de las plantas en general, en este trabajo se
observo un impacto negativo por la salinidad en el desarrollo y calidad de las flores de
Lilium, afectando especialmente el tamafio de la flor (Figura 2). Como es bien sabido, la
salinidad afecta negativamente el desarrollo de las plantas debido a tres componentes
principales: estrés osmético, estrés ionico (toxicidad iénica por la absorcion de Na*) y el
estrés secundario (desequilibrio hormonal, disminucion de la capacidad fotosintética de
las plantas) por la sobreproduccion de ROS (Li et al., 2022; Shams & Khadivi, 2023).
Todos estos impactos negativos se traducen en disminucion de biomasa y productividad
vegetal, como se ha observado en plantas de maiz cultivadas bajo 100 mM de NaCl (-
63.8 % biomasa seca) (Liu et al., 2022), en plantas de Mijo poroso (Panicum miliaceum
L.) bajo condiciones de salinidad de 150 mM de NaCl (-49.4 % biomasa) (Rasool et al.,
2022), en plantas de haba (Vicia faba L.) desarrolladas bajo 150 mM de NaCl (-29 %y -
138 % de peso seco en raices y brotes, respectivamente) (Mogazy & Hanafy, 2022) y en
plantas de guisantes (Pisum sativum L.) desarrolladas bajo 250 mM de NaCl (-64.48 % de

rendimiento del cultivo) (Ismail et al., 2022).

Sin embargo, la aplicacion de nanoparticulas de Ca-Si indujo efectos positivos,
especialmente en el tamarfio de la flor (Figura 1). Las nanoparticulas tienen al menos una
dimension menor que 100 nm, lo que les confiere una alta area superficie y por
consecuencia propiedades fisicoquimicas Unicas, como una estructura superficial atipica
y una mayor reactividad debido a su tamafio nanométrico, estructura superficial y
composicion quimica, estabilidad, forma y aglomeracién de nanoparticulas (Wang et al.,
2016). Debido a estas caracteristicas, se han observado efectos positivos en algunos
cultivos. Seydmohammadi et al. (2020), demostraron que la aplicacién foliar de NP de
ZnO en lisianthus (Eustoma grandiflorum) aumenté el nimero de hojas y ramas laterales,
el contenido de clorofila de las hojas, el contenido de antocianinas en los pétalos y el
namero de flores, mientras que las NP de CaCOs aumentaron el numero de flores por
planta, diametro de la flor, altura de la planta y longitud de la hoja. La aplicacion de NP
de Ca en Prunus persica L., disminuy6 el estrés salino al inducir un aumento en el

contenido de pectinato de calcio, mejord la actividad de la calmodulina y reguld
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positivamente los genes fPpMYB10.1 y PpUFGT que reducen el agrietamiento del fruto
generado por la salinidad (Zhu et al., 2023). Las nanoparticulas de silicio indujeron
tolerancia al estrés salino en plantas de Coriandrum sativum L., por medio de un aumento
en el contenido de fenoles, flavonoides, acido ascorbico, prolina y tiamina, fitohormonas
como &cido giberélico (GA) y acido indolacético (AlA), también aumentaron la tasa
fotosintética, conductancia estomética y eficiencia en el uso del agua, promoviendo la

resistencia a la sequia y la salinidad (Mahmoud et al., 2023).

En el cultivo de Lilium, el uso de nanomateriales ha sido eficiente para inducir resultados
positivos en las plantas. En los lirios orientales, las NP de Ag estimularon el crecimiento
de las plantas y se manifiesta por una mayor acumulacién de biomasa de hojas y bulbos y
una floracion acelerada, un mayor indice de verdor de las hojas, formaron mas flores y
florecieron por mas tiempo; ademas, las hojas acumularon el mayor contenido de clorofila
a, clorofila b y carotenoides (Salachna et al., 2019). En Lilium candidum L., la aplicacion
de nanoparticulas de 6xido de zinc aumento el contenido de &cido p-cumarico, clorogénico
y cafeico en los bulbos formados bajo luz fluorescente (Patka et al., 2023). Sanchez-
Navarro et al. (2021) evaluaron la aplicacion de NP de SiOz en Lilium orientalis aplicadas
por dos vias (foliar y suelo) y observaron que la aplicacion foliar de las NP indujo una
mayor vida util de las flores, mayores contenidos de Mg, P y S, mas pigmentos

fotosintéticos, actividad glutation peroxidasa, fenoles y mayor capacidad antioxidante.

Ademas, se ha demostrado que se han utilizado varios nanomateriales para mejorar la
tolerancia a la salinidad por parte de las plantas, obteniendo buenos resultados, y se han
propuesto los principales mecanismos que conducen a estos resultados, entre los que
destacan la homeostasis de las ROS a través del sistema antioxidante, homeostasis de
Na*/K", la regulacién hormonal y modulacién del metabolismo secundario (Gonzalez-
Garcia et al., 2023; Juarez-Maldonado, 2023; Li et al., 2022). La mejora en uno o varios
de estos mecanismos da como resultado una mayor tolerancia a la salinidad por parte de
las plantas. La aplicacion de NPs de CaP al suelo en plantas de haba (V. faba L.) bajo
estrées por NaCl (150 mM) mejoré el rendimiento de la planta (30 %). Los autores
atribuyen este efecto al aumento de los azlcares solubles totales, las enzimas

antioxidantes, el contenido de prolina y los fenoles totales (Nasrallah et al., 2022). En
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plantas de trigo (Triticum aestivum L.) desarrolladas bajo salinidad (100 mM de NacCl), la
aplicacion foliar de nanoparticulas de dioxido de silicio disminuyé los efectos adversos
del estrés salino debido al ajuste osmotico por el aumento significativo de prolina,
aminoéacidos libres, glicin betaina, aztcares y el aumento del sistema antioxidante, debido
a la actividad de las enzimas SOD, CAT, APX, PAL y por el contenido de fenoles,
flavonoides y antocianinas (Hajihashemi & Kazemi, 2022).

La productividad de los cultivos, en particular su capacidad para producir biomasa,
depende directamente de su capacidad fotosintética. Para este proceso son fundamentales
los pigmentos fotosintéticos como las clorofilas y los carotenoides, ya que son los
compuestos encargados de captar la luz solar para luego convertirla en energia bioquimica
y finalmente en carbohidratos y biomasa. En este trabajo se observé un impacto positivo
de la aplicacion de NPs Ca-Si sobre el contenido de clorofila, lo que potencialmente podria
mejorar la capacidad fotosintética de las plantas de Lilium (Figura 2). Hasta ahora, se sabe
que la aplicacion de nanoparticulas regula el crecimiento y desarrollo de las plantas a
través de tres vias principales: la regulacion del sistema de defensa antioxidante, la
regulacion de hormonas vegetales enddgenas y la regulacién transcripcional de genes
relacionados con el estrés (Tripathi et al., 2022). Ademaés, las nanoparticulas protegen el
aparato fotosintético mediante la regulacion de la homeostasis redox y la biosintesis de
enzimas y compuestos antioxidantes cuando las plantas se encuentran en condiciones de
estrés salino, lo que resulta en una mayor acumulacién de pigmentos fotosintéticos (Sarkar
et al., 2022). Algunos nanomateriales, como los nanotubos de carbono, pueden inducir la
produccién de clorofilas y carotenoides, también pueden actuar como fuente de carbono
que facilita la fijacion del carbono y aumenta la velocidad del transporte de electrones,
induciendo asi una mejora en la fotosintesis (Lahiani et al., 2018). Este efecto se ha
registrado en otros cultivos como el arroz (Oryza sativa L.) cultivado en suelo salino-
sodico (Ahmed et al., 2023). Los autores observaron que la aplicacion de nanoparticulas
de sulfato de zinc (NP de ZnSQ4) al suelo (5 y 10 mg kg™) aumento el contenido de
clorofila en un 91 %, mientras que la tasa de fotosintesis aumentd en un 113 %, las
caracteristicas agrondémicas de las plantas también se vieron mejoradas. En plantas de
haba (Vicia faba L.) cultivadas bajo estrés salino a 150 mM de NacCl, la aplicacién de 50

mg L aumentd el contenido de clorofila a , clorofila b, carotenoides y pigmentos totales
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(Mogazy y Hanafy, 2022). En plantas de calabaza (Cucurbita pepo L.) cultivadas en suelo
salino, la aplicacion foliar de nanoparticulas de potasio (0,50 g K L) incremento el
contenido de clorofilas y carotenoides (16.3 % y 6.5 % respectivamente), asi como la
eficiencia fotosintética (Fv/Fm), indice de rendimiento (PI), contenido relativo de agua
(CRA) e indice de estabilidad de membrana (MSI), esto influy6é positivamente en el
crecimiento, las caracteristicas de rendimiento y la calidad de la fruta (Rady et al., 2023).
Aazami et al. (2022), evaluaron la aplicacion de 6xido de grafeno al suelo (50 y 100 g kg
1y y la aplicacion foliar de nanoparticulas de FesO4 (3 mg L) en plantas de Vitis vinifera
L. cultivadas bajo salinidad (50 y 100 mM de NacCl), observaron que la mayor cantidad
de clorofila b se obtuvo mediante la aplicacién de NP de Fe, y las cantidades més altas de
clorofila total bajo la aplicacion de dxido de grafeno de 50 g kg™ x NP de Fe. Los autores
concluyeron que el tratamiento con déxido de grafeno (50 g kg*) x Fe NP mejord los
efectos adversos de la salinidad con mejores respuestas bioquimicas y fisioldgicas de V.

vinifera.

El contenido de antioxidantes y la capacidad antioxidante en las hojas de Lilium fueron
modificados tanto por la salinidad como por la aplicacién de nanoparticulas. EI contenido
de vitamina C aument6 con la aplicacion de NP Ca-Si (Figura 5A), mientras que la
salinidad indujo un aumento en el contenido de fenol (Figura 5B). Bajo estrés salino, las
NP Ca-Si aumentaron la actividad antioxidante total (Figura 5F). En el caso de las flores
de Lilium, la salinidad aumentd el contenido de fenoles y flavonoides (Figura 6A y 6B),
mientras que el contenido de vitamina C y flavonoides en las flores de Lilium sin estrés
salino aumento con las NP Ca-Si (Figura6 Ay C). Por otro lado, la capacidad antioxidante
de los compuestos hidrofilicos en las flores de Lilium sin estrés salino aumento con los
tratamientos con las NP Ca-Si (Figura 6D). En contraste, en condiciones de salinidad, TO

presento la mayor capacidad antioxidante total y de compuestos hidrofilicos (Figura 6 D
y F).

Las modificaciones en el contenido de antioxidantes asi como en la capacidad antioxidante
debido a la salinidad que se observaron tanto en hojas como en flores de Lilium esta
directamente ligada a los diferentes impactos que induce este tipo de estrés, como el estrés

osmotico o el estrés secundario, pero principalmente a la sobreproduccién de ROS que
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potencialmente puede resultar en estrés oxidativo (Li et al., 2022; Shams y Khadivi,
2023). La alta salinidad provoca una produccion excesiva de ROS en las plantas,
evidenciada por una alta fuga de H.O0., MDA vy electrolitos, mientras que para
contrarrestar los efectos negativos de las ROS, se requiere aumentar la produccién de
compuestos antioxidantes enzimaticos (ascorbato peroxidasa, guaiacol peroxidasa,
superoxido dismutasa y catalasa) y no enzimaticos (acido ascorbico, glutation, fenoles
totales y flavonoides) para regular las ROS (Azeem et al., 2023; Shams y Khadivi, 2023).
Ademas de la produccién de ROS, la salinidad también induce la produccion de especies
reactivas de nitrogeno (RNS) y especies reactivas de azufre (RSS), las RNS son moléculas
reactivas de radicales libres y no radicales, mientras que las RSS son agentes fuertemente
oxidantes que atacan preferiblemente al grupo funcional tiol. Estas moléculas pueden
interactuar con moléculas de sefializacion o vias biosintéticas de fitohormonas que regulan
el metabolismo, el crecimiento y el desarrollo de las plantas y, en ultima instancia, pueden
inducir tolerancia a la salinidad (Mangal et al., 2023). En plantas de mijo poroso bajo
estrés salino (150 mM de NaCl) se observé que los efectos adversos del estrés
disminuyeron cuando se incremento la actividad de las enzimas antioxidantes superdxido
dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa, guaiacol peroxidasas, glutation-S-transferasas
y glutation reductasa, lo que resulta en una disminucion en el contenido de H20> (Rasool
et al., 2022).

Por su parte, los nanomateriales pueden modificar el sistema de defensa antioxidante
(compuestos enzimaticos y no enzimaticos) y el metabolismo secundario (fenoles,
flavonoides, etc.) y asi neutralizar la sobreproduccion de ROS (Gonzalez-Garcia et al.,
2023; Juarez-Maldonado, 2023; Li et al., 2022). La aplicacién de nanoparticulas de éxido
de cerio (NP de CeO2) en maiz (Zea mays L.) bajo estrés salino (100 mM de NaCl) mejord
la tolerancia a la salinidad debido a tres mecanismos, mantuvo la homeostasis de Na*/K*,
mejoré la eficiencia fotosintética y disminuyé las ROS (Liu et al., 2022). Los autores
observaron mediante un analisis de transcriptoma que los genes relacionados con el
sistema de defensa antioxidante volvieron a su nivel normal tras la aplicacion de NP de
Ce0». Mogazy & Hanafy (2022) observaron que la aplicacion de NPs de ZnO en plantas
de haba (V. faba L.) sometidas a estrés salino (150 mM de NaCl) ayud6 a reducir los

efectos negativos de la salinidad, debido a la acumulacion de antioxidantes enzimaticos y
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no enzimaticos (acido ascorbico, a-tocoferol, glutation, peroxidasa, catalasa, polifenol
oxidasa), osmolitos (aminoacidos, prolina, glicina betaina y azlcares solubles totales) y
metabolitos secundarios (fenoles, flavonoides y taninos). Ademas, los autores observaron
que la aplicacion de 50 mg L de las NP de ZnO disminuyeron el contenido de
malondialdehido (MDA) y peréxido de hidrogeno (H20.), ademas de estimular una
reduccion significativa de la fuga de la membrana plasmaética en las hojas de las plantas

en comparacion con el grupo estresado por salinidad.

Sayed et al. (2022), informaron que la aplicacién foliar de nanoparticulas de silicio (NP
de Si) mejord la tolerancia a la salinidad en plantas de tomate injertadas. EIl crecimiento
de la planta, el rendimiento del fruto, la calidad del fruto (contenido de vitamina C y
porcentaje de SST), el contenido de minerales, GAs, ABA y los niveles de prolina del
tomate injertado aumentaron mediante la aplicacion foliar de NP de Si. Ismail et al.
(2022), observaron resultados similares en plantas de guisantes (Pisum sativum L.) bajo
estrés salino (100, 150, 200 y 250 mM de NaCl) al aplicar nanoparticulas de SiO2 (NP de
SiO2).Con la aplicacion de NPs de SiO2 se mejoro el crecimiento vegetativo y el contenido
relativo de agua (CRA), la altura de la planta, el peso fresco y seco, el rendimiento total y
los sistemas de defensa antioxidantes, asi como aumento el contenido de K™ en raices y
brotes, mientras que se disminuy6 el contenido de Na*. Particularmente en el sistema de
defensa antioxidante, se observé que el estrés salino sobreexpresaba los genes SOD, POD
y PslecRLK, asi como la actividad de las enzimas superéxido dismutasa (SOD) y
peroxidasas (POD); sin embargo, la aplicacion de NP de SiO- indujo una significativa
regulacién negativa en la expresion de genes, asi como una disminucion en la actividad
de las enzimas. Por el contrario, se observé que la actividad de la catalasa (CAT) disminuia
con la salinidad, pero la aplicacion de NPs de SiO: revirtio este efecto aumentando la
actividad de esta enzima. La aplicacion de NP de Ca en plantas de azafran (Crocus sativus
L.) incrementd los parametros morfoldgicos y bioguimicos. En concreto, las NP de Ca
aumentaron el contenido de pigmentos de clorofila (a, b y total) y carotenoides,
flavonoides totales y la actividad CAT y POX, asi como el contenido de crocina,
picrocrocina y safranal (Badihi et al., 2021).
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Con esto, queda claro que el impacto positivo de las nanoparticulas de Ca-Si en el cultivo
de Lilium se debe en gran medida a una mejora en el sistema de defensa antioxidante, asi
como a otros mecanismos como la homeostasis del K*/Na* y la regulacién osmética. Los
nanomateriales en general, por su tamafio nanométrico (<100 nm en al menos una
dimension), inducen la produccion de metabolitos secundarios (fenoles, flavonoides, etc.)
mediante la produccion y sefializacion por ROS, asi como por la induccién de cambios en
la expresion de genes relacionados con rutas metabolicas del metabolismo secundario
(Anjum et al., 2019; Gonzéalez-Garcia et al., 2023). Los metabolitos secundarios junto con
los compuestos antioxidantes dan a las plantas la capacidad de tolerar el estrés (Anjum et
al., 2019), como se observa en el presente estudio.
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CONCLUSIONES

La aplicacion de nanoparticulas de Ca-Si en plantas de Lilium indujo efectos positivos en
la calidad de las flores, especialmente en el tamafio de las flores y la biomasa fresca. Por
su parte, la salinidad afecto sisteméaticamente la calidad de las flores de Lilium asi como
los parametros bioquimicos. Por el contrario, la aplicacion de NP Ca-Si en Lilium bajo
estrés salino mejorod los pardmetros biogquimicos, ya que aumentd el contenido de
clorofilas, vitamina C y la capacidad antioxidante en las hojas. Los indicadores de estreés,
H>O.y MDA, aumentaron en general con la aplicacién de NP Ca-Si, lo que parece indicar
dos cosas importantes: la salinidad no indujo un estrés significativo en las plantas de
Lilium, en contraste, la aplicacion de las NP al parecer indujo mayor estrés que la
salinidad. Esto parece indicar que la estimulacion del sistema antioxidante en plantas de
Lilium mediante la aplicacion de NP Ca-Si se debe a la induccion del estrés oxidativo, es
decir, la produccién de ROS y MDA. El uso de NP Ca-Si puede ser una opcion para
mejorar la calidad de las flores de Lilium, sin embargo, es necesario realizar estudios mas

profundos para conocer en detalle los mecanismos mediante los cuales funcionan.
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